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Ria miRNA 的 结构 与 功能 及 研究 策略 
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摘要 : miRNA 是 一 类 在 动 植物 基因 组 中 广泛 存在 的 小 分 子 非 编码 RNA, 作为 真 核 细 胞 转录 后 水 平 上 基因 表达 的 关键 
调控 者 , CAJSA mRNA 的 特定 位 点 结合 , 抑制 mRNA 的 翻译 或 诱导 mRNA 的 降解 ,从 而 介 导 生物 体 的 许多 
重要 生理 活动 。 本 文人 简要 总 结 了 模式 昆虫 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster miRNA 的 鉴定 情况 , 综述 了 miRNA 的 结 
构 特 征 、 生 物 合成 途径 和 作用 机 制 。miRNA 可 能 同时 调节 成 百 上 千 个 靶 标 ,其 生物 功能 主要 体现 为 : 调节 细胞 分 化 
SAL, 调节 副官 和 神经 系统 的 发 育 , 控制 肌肉 分 化 , 保持 能 量 动态 平衡 , 调节 昆虫 变态 或 综合 调 记 作用 。miRNA 
有 具 有“ 低 丰 度 、 短 序列 、 难 富 集 ”的 特点 , miRNA 基因 的 获得 和 功能 鉴定 研究 的 基本 策略 是 实验 生物 学 和 生物 信息 学 
方法 的 有 机 结合 。 鉴 定 新 miRNA KRE, 深入 研究 其 生物 功能 和 基因 进化 等 可 能 成 为 今后 一 段 时 间 昆 虫 mi RNA 
研究 的 重要 内 容 。 
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Structures and functions of Drosophila melanogaster microRNAs and 


research strategies 
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China Agricultural University, Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs which are widespread in the genome of 
animals and plants. Recognized as key regulators of gene expression at the post-transcriptional level in 
eukaryotes, miRNAs inhibit the production of target proteins or induce degradation of mRNAs to control 
important physiological process by binding to specific region of target mRNAs via sequence 
complementarity. The identification of miRNAs in model insect Drosophila melanogaster was firstly 
summarized briefly in this article, and the research progress in structure, biosynthesis pathway and the 
mode of action were reviewed. miRNAs could regulate hundreds of target genes and their biological 
functions include the regulation of cell differentiation and apoptosis, organ and neural development, muscle 
differentiation, energy homeostasis and metamorphosis and/or the comprehensive regulation in D. 
melanogaster. miRNAs have the characteristics as “low abundance, short sequences and hard 
preconcentration”. The basic research strategies of obtaining miRNAs genes and identifying their functions 
include combining experimental biology with bioinformatics approaches. It is proposed that the identification 
of new miRNAs and their targets, and further study of their biological functions and genetic evolution may 
become important aspects in the research of insect miRNAs in the future. 


Key words: miRNA; Drosophila melanogaster; structure; function; research strategies 


微小 RNA( microRNA, miRNA) 是 一 类 广泛 存 mRNA 的 降解 ,从 而 参与 基因 表达 调控 (Kim et al., 
在 于 真 核 生物 中 的 小 分 子 非 编码 RNA, 长 约 21 ~ ”2009)。 最 早 发 现 、 确 定 结 构 和 功能 的 miRNA 是 秀 
24 nt, 作为 转录 后 基因 表达 的 调控 者 , Cu E 丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 的 lin-4 和 let-7 
标 基 因 信 使 RNA (messenger RNA, mRNA) 的 特定 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993), ， 目 前 已 
位 点 结合 ， 抑 制 该 基因 编码 蛋 日 的 合成 或 诱导 该 KEAK WESH RR BL RI UE GE 
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物 miRNA 不 少 于 3 420 fh (Lai et al., 2003; 
Margulies et al., 2005; Nam et al., 2005; Behura at 
al., 2006; Huang et al., 2007 ) 。 模 式 屁 虫 黑 腹 果 晶 
Drosophila melanogaster 是 重要 的 研究 模型 ， 近 年 
来 , 其 miRNA 结构 与 功能 研究 取得 了 重大 进展 , 为 
阐明 高 等 哺乳 动物 生命 活动 规律 , 研究 人 类 重大 疾 
病 产 生机 理 , 探索 疾病 治疗 新 方案 ,寻找 害虫 防治 
新 途径 等 提供 了 重要 的 参考 (Bartel，2004; Croce 
and Calin, 2005) , 本 文 对 此 进行 了 综述 , 并 总 绪 了 
FL PRE RRIA, BENER miRNA 研究 提 
HEB 


1 RA miRNA 的 鉴定 


根据 RNA 的 保守 结构 特点 ,利用 生物 信息 学 
的 方法 对 黑 腹 果 晶 的 全 基因 组 序列 进行 扫描 , 鉴定 
出 黑 腹 果 蝇 编码 miRNA 的 基因 与 编码 蛋 日 质 的 基 
因 比 例 大 约 是 1:100( Lai et al., 2003)。 到 目前 为 
IE, miRNA 数据 库 ( miRBase ) X$ Se HY 28 I FR dg 
miRNA 共 152 个 (Kim et al., 2009), #21 9i TE 
腹 采 蝇 部 分 已 经 鉴定 并 与 昆虫 学 人 研究 密切 相关 的 
miRNA 的 名 称 、 功 能 和 靶 标 基因 。 从 表 工 可 知 , 作 
用 于 组 织 发 育 过 程 中 的 miRNA, 包括 bantam, mir- 
14 和 mir-2 等 的 功能 和 靶 标 基因 都 比较 清楚 ,作用 
于 神经 发 育 、 神 经 物质 降解 、 肌 肉 分 化 的 miRNA 也 
有 较 多 报道 , 但 对 与 变态 相关 的 miRNA 的 功能 与 
App SIA ERA, 这 可 能 与 昆虫 变态 
涉及 因素 比较 复杂 ,相关 基因 研究 不 够 深入 有 关 。 


2 果 蝇 miRNA 的 结构 和 作用 机 制 


一 般 认为 动物 miRNA 的 保守 性 极 强 (Grimson 
et al., 2008), ERIE miRNA 的 结构 特征 在 动物 
miRNA rp Hg Bu [CZ PE, 具有 如 下 显著 特点 
(Tran et al., 2006; Ibanez-Ventoso et al., 2008): (D 
miRNA 是 一 组 不 编码 蛋白质 的 短 序列 RNA, AS E 
不 具有 开放 阅读 框架 (ORF) ; Q FH KAR BE Dicer 作 
用 于 miRNA 前 体 的 双 链 部 分 生成 ; 如 通常 长 度 为 
20 ~24 nt, 但 在 3' 端 可 以 有 1 ~2 nt 的 长 度 变化 ， 
可 通过 Northern 印迹 检测 ; ORA miRNA 的 57 vig 
有 一 磷酸 基 团 , 3' 端 为 羟基 , 这 个 特点 使 它 与 大 多 
ELIA RAD BE RNA 的 降解 片段 区 别 开 来 ; © 
miRNA 基因 不 是 随机 排列 的 , 其 中 有 一 些 是 成 簇 
HJ, 而 且 簇 生 排 列 的 基因 常常 协同 表达 ( Ventura et 


al., 2008); OFRE RKE HAMA mRNA, 但 与 RNA 
干扰 (RNAi) 不 同 , miRNA ÑA 3^ iE 8] 
译 区 的 特异 性 结合 以 抑制 mRNA 的 翻译 ,而 RNAi 
则 通过 引起 目的 基因 mRNA 的 降解 ， 以 抑制 mRNA 
的 表达 ; (GO 能 够 互补 配对 结合 于 基因 序列 的 侧 辟 
区 域 。 

结构 的 相似 性 也 产生 了 相似 的 miRNA 作用 机 
ti), ARES miRNA 和 mRNA 一 样 , 在 获得 活性 执行 
功能 之 前 ， 要 经 历 一 个 细胞 内 的 精细 加 工 过 程 
( Gregory et al., 2004; Behura et al., 2007), miRNA 
初始 物 一 般 为 1 000 nt AWA BH A ZEHN 
片段 RNA, 但 有 时 长 达 7 000 nt, 多 数 情 况 下 由 一 
个 基因 编码 。 它 受 一 个 独立 的 启动 子 控制 , 有 的 在 
内 含 子 区 域 , 有 的 则 在 外 显 子 区 域 ， 多数 介 于 基因 
之 间 (Okamura et al., 2007; Kim et al., 2009), ix 
#6 miRNA 初始 物 可 以 单 体 的 形式 存在 , dn] LL 
集 的 形式 存在 ,它们 被 称 为 初级 miRNA ( pri- 
miRNA ) ( Lee et al., 2003; Denli et al., 2004; Han et 
al., 2004) 。 在 果 晶 细胞核 中 , RNAase IFI Drosha- 
DGCR 复合 体 在 pri-miRNA 基部 切割 双 链 形成 60 ~ 
70 nt I] 5 Kg HU VERAS, 3' 末 端 具 有 二 核 车 酸 突 
ERJ miRNA 前 体 (pre-miRNA)，, 成 就 miRNA 
由 pre-miRNA 加 工 而 成 (Zeng et al., 2005b; Han et 
al., 2006; Hwang et al., 2007; Ruby et al., 2007; 
Han et al.，2009 ) 。 在 细胞 核 内 形成 的 pre-miRNA 
可 直接 与 Exportin-5 结合 ,， 穿 过 核 膜 进 入 胞 液 , 这 
个 过 程 需要 GTP 参与 提供 能 量 (Dye et al., 2006) 。 
接着 , pre-miRNA 在 胞 液 中 被 RNA Hä M ( Dicer) YJ 
市 形成 21 nt 的 成 熟 miRNA (Lee et al., 2002, 
2004 ) 。 目 前 已 知 果 蝇 中 存在 Dicer-1 和 Dicer-2 两 
种 不 同 的 Dicer 酶 , 它们 均 在 小 分 子 非 编 码 RNA 的 
形成 过 程 中 起 到 了 关键 性 的 作用 , 但 是 只 有 Dicer-1 
参与 了 miRNA 的 形成 ， 而 Dicer-2 则 在 siRNA 
(Small interfering RNA,) 的 生物 合成 中 起 作用 
(Stephanie et al., 2007) 。 成 熟 的 miRNA 与 mRNA 
结合 , 通过 降解 mRNA 或 抑制 其 翻译 而 发 挥 生物 学 
效应 (图 1)。 随 着 研究 的 深入 , ARES miRNA 生物 
合成 和 作用 机 制 中 更 多 复杂 的 细节 将 会 被 揭示 
(Okamura et al., 2007; Morlando ef al., 2008; 
Pawlicki and Steitz, 2008) , 

与 其 他 基因 一 样 , Ebr miRNA 结构 和 作用 机 
制 高 度 的 保守 的 同时 ,仍然 存 在 核 苷 酸 序列 的 变 
化 , 同样 有 其 进化 性 。Zeng 和 Cullen ( 2005 ) 发 现 ， 
ZAI AGE pre-miRNA 中 核 车 酸 序列 变异 性 最 强 的 
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Fig. 1 


miRNA 
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表 1 部 分 已 鉴定 的 黑 腹 果 蝇 miRNA 


List of some miRNAs identified from Drosophila melanogaster 


作用 机 制 Mechanism 


组 织 发 育 bantam 抑制 凋 亡 /细胞 分 化 
Tissue growth Anti-apoptosis/ cell proliferation 
. 抑制 凋 亡 /体内 平衡 
mir-278 
Anti-apoptosis/ homeostasis 
. 抑制 凋 亡 /脂肪 贮存 
mir-14 
Anti-apoptosis/fat storage 
mir-2 iip fi] #4 T- Anti-apoptosis 
mir 抑制 脑 细胞 凋 亡 和 行为 缺失 
Anti-apoptosisin the brain and in 
behavioral defects 
神经 发 育 和 神经 物 mur 图 像 接 收 与 区 分 
质 降 解 Photoreceptor differentiation 
Neurogenesis mir-9 决定 SOP 的 精确 数量 / 翅 的 形成 / 
and 细胞 分 区 
neurodegeneration Determination of precise SOP 
numbers/formation of 
wings/ cellularization 
mir-124a FREY ABC AR Ji io FH ETC OP SC 
Determination of the dendritic 
branching of dendritic arborization 
sensory neurons 
肌肉 分 化 mir-1 肌肉 细胞 的 分 化 与 数量 维持 
Muscle differentiation Differentiation and maintenance of 
muscle cells 
能 量 的 动态 平衡 mir-278 调节 糖 代 谢 的 水 平 / 脂 肪 储存 / 流 
Energy homeostasis i Regulation of levels of circulating 
sugar/fat storage/mobilisation 
变态 Metamorphosis let-7 - 
mir-100 一 
mir-34 一 
mir-125 一 


靶 标 基因 Target genes 
hid 


caspase 


grim/ reaper/ hid 家 族 
grim/ reaper/ hid. family 


atrophin 


yan ( Notch 信号 通路 
Notch signaling) 


senseless 


Delta ( Notch 路 径 Notch 
pathway ) 


lin-41 


52 4 


Z5 XB References 


Hipfner et al., 2002; Brennecke et 
al., 2003; Edgar, 2006; Nairz et al., 
2006; Nolo et al., 2006; Thompson 
and Cohen, 2006 


Xu et al., 2003; Mead and Tu, 2008 


Stark et al., 2003 ; Leaman et al., 
2005; Robins et al., 2005 


Karres et al., 2007 


Li and Carthew, 2005 


Leaman et al., 2005 ; Li et al., 2006 


Xu et al., 2008 


Kwon et al., 2005; Sokol and 
Ambros, 2005; Zhao et al., 2005 


Teleman et al., 2006 


Sempere et al., 2002, 
Bashirullah et al., 2003 


2003 ; 


— : 未 知 Unknown. 


特定 位 点 在 环 上 和 茎 的 根部 , 这 些 位 点 对 于 miRNA 
的 生成 有 着 关键 作用 ,可 能 对 pre-miRNA 在 昆虫 相 
近 物 种 间 生 物 起 源 的 调整 机 制 的 进化 起 着 关键 作 
用 。 通 过 比较 末 晶 3 种 microRNA 基因 的 差异 , K 
明 新 的 miRNA 可 由 其 他 基因 序列 快速 形成 , 但 仅 
有 不 到 2.5% 的 miRNA 能 存在 和 稳定 表达 (Lu et 


al., 2008) ， 也 就 是 说 ,miRNA 能 快速 地 形成 和 消 
TZ, 仅 极 少数 的 miRNA 能 在 自然 选择 中 保留 下 来 。 
在 进化 的 过 程 中 ，miRNA 长 度 会 发 生 改 变 , 但 
miRNA 家 族 特征 性 序列 具有 高 度 保守 性 , 同一 家 族 
的 保守 序列 发 生 的 改变 将 对 miRNA 产生 较 大 影响 。 
miRNA 通常 是 仪 通过 3 "端的 不 同 来 改变 靶 标 范围 。 
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图 1 miRNAs 的 生物 合成 及 作用 机 制 (Okamura et al., 2007) 


Fig. 1 


Biosynthesis and action mechanism of miRNAs( Okamura et al., 2007) 


一 般 的 miRNA 作为 初级 的 复制 因子 发 生 转录 , 其 发 来 结构 (hairpin ) 被 核 内 RNA Bg M ( Drosha) 切割, 从 而 产生 miRNA Bij f ( pre-miRNAs) 。 
Mirtrons 则 是 一 段 短 的 含 发 夹 结 构 的 内 含 子 , 经 过 先 倒 接 再 分 校 的 过 程 ， 就 形成 了 miRNA 前 体 的 类 似 物 。 这 两 种 类 型 的 前 体 结构 都 由 
Exportin-S 从 核 内 运输 出 去 , 然后 被 细胞 质 中 的 RNA BEIT (Dicer) 切割; 这 一 过 程 产生 了 一 个 21 ~24 nt 的 RNA 双 链 结构 体 , 其 中 一 条 RNA 
链 最 终 形成 了 成 熟 的 miRNA, 然后 优先 与 ACO 重 日 结合 并 且 进 行规 则 的 配对 。 男 一 条 链 ， 则 形成 了 miRNA* ,容易 被 降解 并 且 积 累 水 平 低 


F miRNA( Okamura et al., 2007) Canonical miRNAs are transcribed as long primary transcripts whose hairpin structures are cleaved by the nuclear 


Drosha RNAse I| enzyme to release pre-miRNAs. Mirtrons are short hairpin introns that are spliced and then debranched, yielding pre-miRNA mimics. 


Both types of hairpins are exported from the nucleus by Exportin-5 , then cleaved by the cytoplasmic RNAse [I] enzyme Dicer; this yields a duplex of 21 


—24 nt RNAs. One strand of the RNA product, termed the mature miRNA, is preferentially loaded into an Argonaute ( AGO) protein and guides it to 


complementary transcripts for regulation. The other duplex strand, termed the miRNA " species, is favored for degradation and accumulates at a lower 


level than the miRNA( Okamura et al., 2007). 


Po, FEHR mir-263a 和 mir-263b 是 高 度 相 关 的 
miRNA, 但 保守 序列 有 微小 的 序列 差异 , 使 得 这 两 
个 miRNA 几乎 没有 重合 的 训 标 。 需 要 指出 的 是 ， 
保守 序列 相同 未 必 就 会 有 相同 的 功能 , XA miRNA 
的 任何 改变 都 可 能 对 功能 产生 一 定 的 影响 , 仅 在 3 
区 域 发 生 的 变异 就 能 使 作用 靶 标 发 生变 化 ,如 有 果 蝇 
K box miRNA 家 族 不 同 成 员 虽 然 保 守 序 列 相 同 , 但 
FEM FRE ZEA grim 和 sickle 的 调 市 能 力 大 不 相 
la); let-7 和 与 其 相关 的 家 族 成 员 miR-48/ miR-84/ 
miR-241 对 于 lin-41 的 调节 能 力也 差异 很 大 (Na et 
al., 2008) , 


3 Ria miRNA 的 生物 功能 


大 量 基因 组 学 和 翻译 组 学 水 平 的 研究 证 实 ， 从 
异 染 色 质 的 形成 到 mRNA 的 降解 、 翻 译 调控 等 ， 
miRNA 几乎 参与 了 果 蝇 生命 过 程 中 的 每 个 重要 环 
$ (Chu et al., 2007; Filipowicz et al., 2008) , 在 不 
同 组 织 的 不 同 发 育 时 段 调节 基因 表达 , 在 功能 和 进 
化 上 具有 高 度 保守 性 , 某 些 miRNA 可 能 只 在 一 些 
特定 分 化 阶段 的 特殊 细胞 中 表达 ， 如 卵子 或 精子 的 
形成 阶段 (Nakahara et al., 2005) , 
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3.1 调 忆 细胞 分 化 . 凋 亡 与 器 官 发 育 

Fei miRNA 功能 的 研究 最 早 是 与 细胞 分 化 和 
凋 亡 紧 紧 联系 在 一 起 。 果 晶 在 不 同 的 生长 阶段 ， 
miRNA 表达 存在 差异 , 这 表明 它们 在 果 蝇 的 发 育 过 
程 中 起 了 潜在 调节 作用 (Aravin et al., 2003), 
Brenneck 4& ( 2003 ) 研究 发 现 大 小 只 有 21 nt 的 
bantam Xj Fe t VE Ae 28 ER A a Ta PE. 4 
bantam 过 度 表达 的 时 候 , 能 够 抑制 由 E2F AY 
导 的 细胞 凋 亡 的 发 生 , 其 调控 机 制 是 在 翻译 水 平抑 
制 促 凋 亡 因 子 hid 的 表达 。baniam 调控 细胞 分 化 的 
机 制 仍 在 研究 当中 (Stephanie et al., 2007), miR- 
278, miR-14 和 miR-2 家 族 等 miRNA 的 靶 标 基因 是 
A US TER, 如 reaper, grim 和 sickle 等 (Stark et al., 
2003), 其 中 的 miR-278STBZ ( X. f. mirvana ) 调控 果 
蝇 复 眼 发 育 过 程 的 细胞 分 化 , 其 调控 机 制 是 通过 发 
挥 抗 润 亡 活性 来 调节 细胞 数量 ,从 而 控制 成 虫 眼 的 
大 小 。 完 全 失去 bantam 可 致死 相 比 之 下 ， 
mirvana 功能 的 缺失 尚 不 至 于 造成 果 晶 死亡 。miR- 
14 也 能 够 抑制 采 蝇 中 依赖 reaper 的 细胞 死亡 ,同时 
miR-14 突变 体 中 凋 亡 效应 蛋 日 Drice 的 表达 水 平 提 
高 (Xu et al., 2003) ; miR-2 则 能 够 通过 抑制 促 凋 亡 
因子 grim/reaper/hid mRNA 的 翻译 , JAS RET Ha 
AS iE P Hy A v. SU m AR RT S rp ix de 
miRNA 的 活性 都 能 够 增加 调 亡 细胞 数量 。 这 些 研 
究 结 果 充 分 说 明了 miRNA 对 于 调控 细胞 生长 、 分 化 
和 调 亡 的 重要 功能 。 
3.2 调节 神经 系统 发 育 

Notch 信号 途径 是 有 果 蝇 的 外 围 神经 系统 发 育 过 
程 中 细胞 互 作 的 关键 路 径 。miR-7 能 够 下 调 Notch 
言 号 途径 中 的 关键 基因 E(spl)-m3, E(spl)-m4 和 
hairy 的 表达 ,从 而 调节 果 晶 神经 系统 发 育 (Lai and 
Posakony, 1997; Lai et al.，1998 )。 视 网 膜 细 胞 从 
未 分 化 到 分 化 阶段 的 转换 通过 表皮 生长 因子 受 体 
(EGFR ) 信 号 途径 介 导 。Li 和 Carthew (2005 ) 发 现 
miR-7 存在 于 早期 胚胎 复眼 发 育 时 的 光 感 受 帮 中 ， 
并 证 明 这 种 miRNA BESE ORIG S S s8 HJ4T 15; yan 
编码 视网膜 细胞 分 化 过 程 中 的 转录 因子 ， 而 miR-7 
和 yan 的 相互 调节 作用 受 EGFR 信号 途径 调控 , 其 
复杂 的 调节 机 制 构 成 了 miRNA 和 调控 视网膜 细胞 
分 化 的 转录 因子 之 间 的 反馈 环 ( Stephanie et al., 
2007) , miR-9 调控 果 晶 胚胎 和 成 虫 中 感觉 副官 的 
精确 数量 (Li et al., 2006) , Ie ds E BUR ( SOP) j^ 
AE EB Bit ait EH) FAS IG A oP x FH Zo, 邻近 的 上 
BEAM HLT FAC at te P= AE BX) SOP 细胞 的 精确 数 


量具 有 重要 意义 。 在 非 SOP 细胞 中 ，senseless 所 编 
码 的 转录 因子 作用 于 从 外 胚层 中 选择 SOP 细胞 的 
过 程 ，miR-9 能 够 下 调 senseless 的 表达 ,并 导致 SOP 
和 邻近 的 上 皮 细 胞 中 非 感 党 器 官 的 分 化 表达 。 
3.3 控制 肌肉 分 化 

miR-l 是 一 种 进化 上 保守 的 miRNA, 主要 功能 
是 控制 果 蝇 肌肉 细胞 、 心 脏 细胞 的 起 源 和 分 化 
( Kwon et al., 2005) 以 及 哺乳 动物 中 心肌 细胞 的 增 
殖 (Lim et al., 2005) , Sokol 和 Ambros (2005 ) 发 现 
miR-1 特异 性 表达 于 胚胎 形成 早期 的 中 胚层 和 胚胎 
晚期 的 肌肉 细胞 与 成 肌 前 体 中 ; 在 胚胎 形成 过 程 
F, miR-1 的 表达 受 多 种 不 同 的 因子 调控 : FER 
层 的 表达 百 接受 Twist 转录 因子 的 控制 , 而 在 胚胎 
晚期 的 转录 则 受 Mef2 AA AIA, AES miR-I 的 
缺失 突变 体 在 发 育 阶段 由 于 肌肉 组 织 的 严重 变形 而 
死亡 。 此 外 , Notch 信号 途径 的 配 体 Delta EA, 也 
被 确定 是 心脏 起 源 细胞 中 miR-1 BE bs, miR-1 通 
过 对 Delta HA RYE FA, 为 心脏 和 肌肉 起 源 细胞 的 
发 育 扩 大 提供 了 动力 (Zhao et al., 2005) 。 
3.4 ”调节 能 量 动 态 平衡 

Teleman “(2006 ) WA J Ri miR-278 在 能 量 
动态 平衡 中 的 作用 , 发 现 即使 胰岛 素 表达 过 量 ， 
miR-278 突变 体 仍然 含有 高 血糖 ,进一步 研究 表明 ， 
miR-278 突变 体 对 胰岛 素 的 抵抗 作用 是 通过 调 市 膜 
联合 重 日 编码 基因 expanded 转录 子 而 实现 的 。 此 
Sh, miR-278 突变 体 还 表现 出 控制 脂肪 储存 和 代谢 
的 类 胰 咏 素 缩 氨 酸 的 过 量 表达 的 特点 。 
3.5 调节 昆虫 变态 

miRNA 38 j:3 5 We Be BAR A PR 201 CS EE TE 8 
WEE ALAZEAS RA let-7 大 小 仅 21 nt, BEAT, 
在 果 蝇 变态 前 /ef-7 就 开始 复制 , 一 二 贯穿 整个 成 时 
期 ,其 表达 与 成 虫 的 组 织 分 化 相关 联 (Amy et al., 
2000) ~ let-7 FUME SZ BAAR ZBI ARI AP ER 
HAGA. Sempere (2002) 指出, let-7 的 转录 同时 需 
EW BZ CER AY VE HII. Broad 复合 体 转录 因子 的 活 
VE, fifi UTE T ii BZ ACER VP T PR Ab BT 24 种 
miRNA 表达 的 影响 ,结果 表明 ,12 种 miRNA 能 够 
HERRES, SACHA AE BZ EZR Mb SH ig, let-7, miR- 
100 和 miR125 能 够 起 到 上 调 的 作用 ，miR-34 则 是 
下 调 作 用 , 而 保 幼 激素 处 理 后 能 够 消除 由 赔 皮 激素 
和 刺激 miR-34 表达 而 诱导 的 上 调 作 用 (Sempere et 
al., 2003) 。 但 也 有 不 同 的 研究 报道 , 如 Bashirullah 
等 (2003 ) 则 认为 晓 皮 激素 信号 途径 作用 对 lei-7 和 
miR-125 转录 表达 没有 直接 的 关联 。 
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3.6 ”综合 调节 作用 

目前 的 研究 证 明 , 一 个 miRNA 可 能 同时 调节 
成 百 上 干 个 靶 标 ( Lim et al., 2005) , 影响 多 个 生物 
过 程 , 在 生物 体 中 起 到 综合 调节 的 作用 。 例 如 ， 
miR-14 除了 在 细胞 凋 亡 中 起 作用 , RE al H 
油 三 酯 和 甘油 二 酯 的 量 来 参与 调节 脂肪 的 新 陈 代 
BH; bantam 不 仅 能 够 有 效 的 调控 果 蝇 豚 胎 的 细胞 凋 
È, 还 能 调控 幼虫 的 脑 发 育 和 翅 的 分 区 (Brenneck 
et al., 2003) miR-14 的 靶 标 作为 脂肪 代谢 的 调节 因 
子 很 有 可 能 与 它 作为 细胞 凋 亡 的 抑制 因子 时 的 靶 标 
不 同 。miR-9 除了 在 神经 系统 发 育 中 起 作用 , 同时 
也 在 翅 的 形成 中 起 作用 (Stephanie et al.，2007 ) 。 
miRNA 的 这 种 综合 调 市 作用 增加 了 其 研究 难度 。 


4 R miRNA 的 研究 策略 


4.1 miRNA 基因 克隆 与 鉴定 

miRNA 具有 “ 低 丰 度 、 短 序列 、 难 富 集 ”三 大 特 
点 , 并 且 具 有 独特 的 分 子 结构 和 生物 功能 , 试图 建 
立 一 套 高 效 且 普遍 适用 的 研究 模式 和 方法 难度 很 
Ko miRNA 的 分 离 和 克隆 需要 一 些 特殊 方法 。 如 
采 和 需要 获取 已 知 的 miRNA, 可 以 通过 略 加 改进 的 同 
VETERE DIE RG. WT AR AIA miRNAs, 目前 
主要 有 两 种 研究 策略 : 一 是 直接 克隆 法 , 从 总 RNA 
中 克隆 出 小 RNA, 再 根据 生物 信息 学 方法 排除 不 符 
合 miRNA 结构 的 小 RNA; 二 是 生物 信息 学 研究 法 ， 
以 结构 特征 为 基准 , 利用 计算 机 短 选 法 选 出 miRNA 
候选 基因 ,再 用 实验 进行 验证 。 
4.1.1 直接 克隆 法 : miRNA 的 大 小 一 般 在 20 ~ 25 
nt, 而 且 其 表达 具有 组 织 和 时 期 特异 性 , 实验 中 很 
容易 丢失 , 在 一 般 以 mRNA 建立 的 cDNA 文库 中 ， 
不 可 能 包含 这 种 基因 。 采 取 第 一 种 策略 时 , 富 集 
miRNA 一 般 通 过 一 些 常 规 分 级 分 离 的 方法 , 把 低 分 
子 量 的 RNA 从 总 RNA HER, 如 PEG LYE BEBE 
wie SE. Boe 1K T RNA 通过 PAGE 
( polyacrylamide gel electrophoresis) 后 ,回收 目的 长 
ERA 22 nt 或 者 更 小 的 RNA, 再 利用 TA 连接 酶 ， 
分 别 在 回收 的 RNA Z3 B5 5' 和 3' 端 加 上 接头 (人 
TARSIH) PCR 扩 增 后 克隆 到 载体 ,进行 测序 及 
序列 分 析 。 排 除 已 知 序列 后 , 剩 下 的 新 序列 去 检索 
基因 组 数据 库 , 同时 还 需要 用 软件 进一步 分 析 它 是 
否 具 有 茎 环 二 级 结构 的 前 体 , 并 通过 Northern 印迹 
最 终 确 认 (Maniataki et al., 2005; Pfeffer et al., 
2005; Stephanie et al., 2007), WR Fx ue pg yi] d 


检索 基因 组 数据 库 , 还 可 以 找到 这 些 基 因 在 基因 组 
中 的 位 置 。Lagos-Quinan “(2001 ) 依照 此 策略 ， 死 
隆 并 鉴定 出 悉 腹 采 晶 第 一 个 miRNA, 此 后 研究 共 获 
得 了 17 个 不 同 的 miRNA 序列 , 并 且 分 析 了 它们 在 
采 蝇 不 同 发 育 阶段 ( 豚 胎 幼虫 、 晴 、 成 虫 培 养 细 
胞 ) 中 的 表达 情况 。Aravin 等 (2003 ) MR I EG 
幼虫 - 师 和 成 虫 阶段 的 小 分 子 非 编码 RNA 中 鉴定 出 
了 许多 miRNA。 这 种 方法 得 出 的 序列 往往 与 线虫 
miRNA 具有 较 高 的 同 源 性 (Lagos-Quintana et al., 
2001), 现 已 广泛 应 用 于 包括 miRNA 在 内 的 小 分 子 
非 编码 RNA 鉴定 (Berezikov et al., 2006), miRNAs 
的 表达 谱 也 可 以 通过 芯片 检测 得 以 获悉 (Lim et al., 
2005; Meatdagh et al., 2008) 。 克 隆 和 测序 miRNAs 
是 目前 最 常用 的 方法 , 虽然 相当 费时 费力 , 但 却 可 
以 发 现 新 的 miRNAs; 而 芒 片 检测 虽然 是 一 种 高 通 
量 的 检测 方法 , 但 只 能 检测 已 知 的 miRNAs 表达 水 
平 , 而且 成 本 不 菲 。 普 通 基因 的 直接 克隆 法 经 过 改 
进 也 大 大 提高 了 对 miRNA 的 研究 效果 , 通常 是 加 
poly-A 尾 和 引物 延伸 的 RT-PCR 法 , 这 在 哺乳 动物 
miRNA 研究 中 已 有 研究 报道 ( 张 旗 等 ,2007; 王 杰 
等 ,2008 ) ， 比 通用 的 Northern blot 法 灵敏 度 更 高 ， 
提高 了 实验 安全 性 及 效率 ,并 降低 了 实验 成 本 , 为 
昆虫 miRNA 的 研究 提供 了 更 好 的 思路 。 但 总 体 来 
看 ,直接 克隆 法 针对 在 生物 体 中 高 丰 度 和 常 表达 的 
miRNA 基因 鉴定 有 一 定 优势 , 而 且 可 以 获得 完整 的 
miRNA 序列 (Bartel, 2004) , 然而 对 于 表达 量 低 、 表 
达 产 物 不 稳定 , 或 在 特定 时 期 和 组 织 才 表达 的 
miRNA, 可 以 预见 难度 较 大 。 

4.1.2 生物 信息 学 方法 : mRNA 鉴定 的 另 一 策略 
是 生物 信息 学 分 析 , 即 根据 目前 已 知 的 miRNA 基 
因 序 列 总 结 特征 和 规律 (如 具有 1 个 可 形成 发 来 结 
构 的 70 ~ 100 nt 前 体 ; 编码 的 miRNA 序列 在 近 缘 
物种 间 高 度 保守 ; miRNA 在 进化 过 程 中 有 趋 异 
性 ), 利用 这 些 规律 性 结论 编程 ,对 基因 组 数据 库 
进行 搜索 , 可 以 得 到 候选 miRNA 基因 序列 集合 , 再 
从 中 筛选 真实 的 miRNA 基因 。 随 着 多 种 生物 (尤其 
是 许多 重要 模式 生物 ) 全 基因 组 测序 的 完成 , 利用 
生物 信息 学 方法 搜索 分 析 基 因 组 序列 , 可 以 大 大 提 
高 昆虫 miRNA 基因 的 分 离 和 鉴定 效率 。Lai 等 
(2003 ) 在 果 蝇 miRNA WRF, 建立 起 一 个 被 称 为 
"miRseeker" 的 计算 机 程序 ,对 果 晶 的 全 基因 组 进 
行 miRNA 搜索 。Sandmann 和 Cohen ( 2007 ) 运用 
miRseeker 程序 , HWP We Aine, 鉴定 了 推测 
的 204 A XUI TRES miRNA ZEA, AQT f TTE AR 
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ARS A ZAP miRNA 基因 约 占 全 部 基因 的 190, 与 
THE GU V] rp RO SERRE Lim et al., 2003) ， 最 近 的 
人 研究 预测 是 此 数量 的 10 fe (Stephanie et al., 2007) 。 
利用 基于 比较 基因 组 分 析 的 生物 信息 学 方法 , 对 黑 
腹 果 晶 、 意 大 利 蜜蜂 、 家 看 和 冈比亚 按 蚊 四 种 重要 屁 
虫 的 全 基因 组 序列 进行 搜索 ， 发现 了 分 属 17 个 
miRNA 基因 家 族 的 99 个 新 的 miRNA, 其 中 的 10 个 
miRNA 基因 家 族 为 昆虫 所 特有 (He et al., 2008) 。 

生物 信息 学 是 一 种 高 通 量 的 方法 , 理论 上 它 可 
以 避免 直接 克隆 法 在 面 对 低 浓度 miRNA 时 无 法 获 
得 绪 果 的 缺陷 , 但 其 缺点 是 不 能 精确 地 鉴定 miRNA 
的 完整 序列 ， 此 外 它 还 需要 用 Northern 杂交 等 方法 
对 分 析 结 果 进 一 步 验证 ( 张 盾 远 等 , 2005) , 而 且 它 
是 基于 少数 的 几 种 已 知 miRNA 基因 序列 总 结 的 程 
序 搜索 所 得 ,从 其 中 总 结 的 特征 也 并 不 一 定 具 有 普 
i HE, 所 以 这 种 策略 是 基于 可 能 的 基因 结构 特征 进 
行 的 一 种 推测 , 可 能 会 存在 假 阳 性 和 假 阴 性 。 总 体 
LA, 只 有 基因 克隆 和 生物 信息 学 两 者 完美 结合 ， 
发 挥 各 日 的 特点 , 才 比 较 容易 获得 更 准确 的 结 采 ， 
提高 miRNA 人 研究 效率 。 

4.2 miRNA 基因 功能 研究 策略 

研究 miRNA 功能 的 主要 方法 包括 生物 信息 学 
和 实验 生物 学 方法 。 在 生物 信息 学 预测 方面 , 往往 
需要 运用 专门 的 miRNA 预测 软件 。Stark 等 (2003 ) 
年 首次 通过 程序 对 黑 腹 果 蝇 全 基因 组 搜寻 成 功 鉴定 
潜在 的 miRNA Alby, 其 中 6 个 靶 标 基因 得 到 验证 。 
类 似 的 方法 还 有 miRanda 法 , 同样 也 是 采用 预测 方 
1 t o6 n] SERE UE SUUS EIS E ( Enright et al., 2003; 
Griffiths-Jones et al., 2006) 。 随 后 出 现 的 预测 方法 
主要 是 根据 miRNA- 靶 标 复 合体 热力 学 稳定 性 这 个 
特性 而 建立 , 包括 Target Scan (Lewis et al., 2003) 、 
Target Scan S ( Leiwis et al., 2005) , DIANA microT 
( Kiriakidou et al., 2004) .PicTar ( Krek et al., 2005) 
和 RNA Hybrid ( Rehmsmeier et al., 2004), X#E) 
法 预测 结果 差异 不 大 , 可 信和 度 较 高 , 可 根据 不 同 需 
要 而 采用 。 

在 实验 生物 学 方法 方面 , miRNA 功能 的 研究 则 
主要 依赖 于 在 特定 细胞 或 动物 模型 内 外 源 性 抑制 或 
过 表达 相应 的 miRNA 基因 ,再 通过 报告 基因 系统 
验证 后 检测 特定 细胞 或 动物 模型 发 育 过 程 中 的 生化 
或 分 子 变 化 , 并 同时 利用 报告 基因 系统 对 miRNA 
的 靶 基 因 进 行 验证 。 在 miRNA 抑制 方面 , 目前 的 
SRM dE ee miRNA 基因 或 其 在 贰 基因 上 的 结 
合 位 点 ,或 者 是 特异 性 抑制 miRNA 的 序列 。 由 于 


分 子 大 小 的 限制 , miRNA 基因 直接 敲 除 的 方法 效果 
^4. 研究 中 常 使 用 特异 性 抑制 剂 , 其 中 最 为 经 
典 , 使 用 最 多 的 是 2 - 氧 甲 基 化 修饰 的 反 义 寡 核 苷 
酸 抑 制剂 (Esau et al., 2004; Hutvagner et al., 2004; 
Meister et al., 2004). 这 种 抑制 剂 是 体外 化 学 合成 
的 , 长 度 21 ~23 mers, 能 与 特异 性 miRNA 完全 互 
补 的 反 义 RNA, 其 核糖 2"- 氧 的 甲 基 化 修饰 能 保证 
反 义 RNA 分 子 在 体内 的 稳定 性 。 在 借助 转 染 试剂 
进入 目的 细胞 后 , 能 快速 并 稳定 地 与 内 源 性 成 敦 
miRNA 分 子 互 补 结合 ,， 从 而 阻止 了 内 源 性 miRNA 
分 子 与 靶 基 因 配 对 。 近 年 来 也 陆续 推出 了 一 些 新 型 
的 miRNA 抑制 剂 ， 如 基于 诱捕 反 义 链 机 理 的 
miRIDIAN ( Jiang et al., 2005; Karginov et al., 
2007). miRNA 过 表达 人 研究 也 是 研究 miRNA 功能 
的 一 种 主要 方式 (Ventura et al., 2008) , 可 以 通过 
构建 miRNA 表达 载体 ,或 体外 下 接合 成 miRNA 前 
体 转 入 目的 细胞 两 种 方式 来 实现 , 前 者 由 于 可 获得 
稳定 的 过 表达 细胞 株 而 应 用 较为 普遍 ,该 方法 通常 
先 从 基因 组 中 扩 增 miRNA 基因 及 其 侧 疲 序列 ， 然 
后 将 其 克隆 入 逆转 录 病 毒 或 腺 病毒 载体 ,最 后 感染 
目的 细胞 观察 功能 效应 ( Cimmino et al., 2005; Zeng 
et al., 2005a) 。 双 严 光 素 酶 报告 基因 载体 等 miRNA 
报告 基因 系统 , 是 miRNA 人 研究 中 常用 的 辅助 手段 ， 
它 常 被 用 于 检测 单个 miRNA 的 抑制 情况 及 验证 
miRNA 靶 基 因 预 测 的 正确 与 否 (Mansfield et al., 
2004; Felli et al., 2005) 。 


5 RẸ 


miRNA 的 发 现 , 对 于 真 核 细胞 基因 表达 调控 机 
制 研究 具有 里 程 碑 的 意义 , 理论 和 应 用 的 潜力 巨 
大 。 尽 管 黑 腹 果 蝇 等 昆虫 miRNA 的 研究 已 经 取得 
了 重要 进展 , 但 总 体 上 还 处 于 起 步 阶 段 , 仍 有 许多 
基础 问题 有 待 于 深入 研究, 包括: 

(1) 进 一 步 发 现 新 miRNA 及 其 靶 标 。 目 前 报 
道 的 昆虫 miRNA 总 体 上 还 很 少 , 还 有 很 多 工作 需 
要 深入 进行 。 不 同 昆 虫 全 基因 组 序列 的 获得 , 为 昆 
E miRNA 及 其 靶 标 的 研究 提供 了 资源 。 需 要 注意 
的 是 , 一 个 miRNA 能 够 调节 许多 个 靶 标 mRNA, 而 
一 个 mRNA 也 能 够 被 多 个 mRNA Priit (Chen and 
Rajewsky , 2007) 。 

(2) 进 一 步 深 入 人 研究 miRNA 的 生物 功能 。 目 
前 要 研究 miRNA 所 有 的 功能 还 有 一 定 的 难度 。 采 
Ha miRNA 靶 标 的 发 现 , 为 昆虫 基因 调节 比较 研究 
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提供 了 新 材料 。 研 究 中 要 注意 miRNA 功能 的 多 样 
性 。 许 多 采 蝇 miRNA 所 调控 的 靶 标 基因 仅仅 只 在 
昆虫 中 才 起 作用 , 但 也 有 一 些 miRNA 在 昆虫 和 哺 
乳 动物 中 具有 相同 的 训 标 ( Grun et al., 2005) , 同 种 
昆虫 miRNA 在 不 同 带 官 中 也 可 能 功能 不 同 。 即 便 
是 在 同一 个 物种 中 , miRNA 一 样 具有 基因 多 样 性 ， 
这 能 够 潜在 影响 miRNA 在 不 同 种 群 和 个 体 中 的 作 
用 过 程 以 及 它们 与 靶 标 mRNA 结合 的 能 力 。 

(3 ) 人 研究 miRNA 的 基因 进化 。 生 物 起 源 、 功 能 
适应 和 进化 一 二 是 miRNA 研究 的 重要 基础 问题 ， 
预计 miRNA 生物 起 源 的 选择 力 、 相 近 物 种 miRNA 
的 进化 力 、 不 同 生物 miRNA 时 间 、 空 间 调 节 规 律 等 
将 是 今后 的 研究 热点 。 

(4) 生 态 学 研究 也 将 是 昆虫 miRNA 研究 的 重 
要 方面 。 如 昆虫 生长 发 育 过 程 中 与 寄生 生物 的 相互 
作用 需要 精密 调节 (Ghosh et al., 2003), ÆR 
miRNA 的 深入 人 研究 有 助 于 探索 调节 因子 在 昆虫 - 寄 
主 和 昆虫 -寄生 者 之 间 的 相互 作用 规律 ( Carrington 
and Ambros, 2003) , 从 而 可 能 为 害虫 防治 、 益 虫 利 
用 提供 新 途径 。 
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